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^ (54) Title: REGULATION OF CGMP-SPECIFIC PHOSPHODIESTERASE 9A 

^ (54) Bezeichnung: REGULATION DER cGMP-SPEZIFISCHEN PHOSPHODIESTERASE 9A 

(57) Abstract: The invention relates to the use of PDE9A inhibitors for producing a pharmaceutical for the treatment and/or pro- 
phylaxis of coronary heart diseases, especially stable and unstable angina pectoris, acute myocardial infarction, the prophylaxis of 
myocardial infarction, sudden cardiac death, heart failure, and hypertension, peripheral circulatory disturbances and arteriosclerosis. 

m 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft die Verwendung von PDE9A-Inhibitoren zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung und/oder Prophylaxe von koronaren Herzkrankheiten, insbesondere stabile und instabile Angina pectoris, akuter Myo- 
kardinfarkt, Myokardinfarktprophylaxe, plotzlicher Herztod, Herzinsuffizienz, sowie Bluthochdruck, peripherer Durchblutungssto- 
)^ rungen und der Atherosklerose. 
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Regulation der cGMP-spezifischen Phosphodiesterase 9 A 

Die Erfibadung betrifft die Verwendung von PDE9A-Inhibitoren zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlimg und/oder Prophylaxe von koronaren Herzkrankheiten, 

5 insbesondere stabiler imd instabiler Angina pectoris, akutem Myokardinfarkt, Myo- 
kardinfarktprophylaxe, plotzlichem Herztod, Herzinsuffizienz, sowie Bluthochdnick 
und den Folgen der Atherosklerose. 

Das Herz benotigt als unablassig arbeitender Hohlmuskel zur Deckung seines Ener- 
10 giebedarfs eine besonders intensive Versorgung mit Sauerstoff. Versorgungsstorun- 
gen betreffen daher in erster Linie den Sauerstofftransport, der bei Verminderter An- 
passungsfahigkeit der Durchblutung unzureichend sein kann. Eine Steigerung des 
Sauerstoffverbrauchs kann nur durch eine Zunahme der Herzdurchblutung abgedeckt 
werden. 

15 

Bei koronaren Herzkrankheiten wie stabile und instabile Angina pectoris, Herzinsuf- 
fizienz, Myokardinfarkt, plotzlichem Herztod, sowie den Folgen der Atherosklerose 
ist eine ausreichende Durchblutung von Teilen des Herzgewebes nicht mehr ge- 
wShrleistet und es konmit zu Gewebsischamien, die zu Nekrose und Apoptosein den 
20 betroffenen Arealen fuhren. Dadurch konunt es zu einer myokardialen Dysfuiiktion, 
die sich bis zur Herzinsuffizienz hin entwickeln kann. 

Therapieverfahren und Wirkstoffe, die die koronare Durchblutung xmd somit das 
Sauerstoffangebot verbessem, aber auch solche, die den SauerstoffVerbrauch senken, 
25 sind zur Behandlung von Symptomen der oben genannten Erkrankungen geeignet. 

Dazu gehoren die Dilatation groJBerer KoronargefaBe, die Senkung der extravasalen 
Komponente des Koronarwiederstandes, die Senkung der intramyokardialen Wand- 
spannung und die Dilatation der arteriolaren WiderstandsgefaBe in der systemischen 
30 Zirkulation. 
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Substanzen imd Verfahren, die zu einer Erhobung des KoronarfluBes im Herzen 
und/oder zu einer Blntdrucksenkung fiihren, kohnen therapeutisch genutzt werden 
(Forth, Henschler, Ruromel; AUgemeine und spezielle Pharmakologie xmd Toxikolo- 
gie; Urban & Fischer Verlag (2001), Miinchen) 

5 

Die oben beschriebenen Wirkxmgen konnen liber die intrazellulare Konzentration der 
sogenannten „second messenger" zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und 
zyklisches Guatiosimnonophosphat (cGMP) gesteuert werden. Die intrazellulare 
Konzentration von cGMP wird durch die Stunulation der I5slichen bzw. inembran- 
10 . gebundenen Guanylatzyklasen erhoht. Die intrazellulare Konzentration von cAMP 
kann durch die Aktivierung von sogenannten G Protein gekoppelten Rezeptoren mo- 
duliert werden. Die Aktivierung dieser Rezeptoren fuhrt zur Aktivierung von G Pro- 
teinen und damit zur Aktivierung bzw. Inhibition der Adenylatzyklase. . 

15 Am Abbau von intrazellularem cAMP bzw. cGMP sind sogenannte Phosphodiestera- 
• sen beteiligt. Die Phosphodiesterasen werden nach ihren biochemischen bzw. phar- 
makologischen Eigenschaften in elf verschiedene Klassen imterteilt (SoderUng and 
Beavo, Current Opinion in Cell Biology, (2000) 174-179; Francis et al., Prog. Nuc- 
leic Acid Res. Mol. Biol. (2000) 1-52). 

20 

Die Phosphodiesterase 9A (PDE9A) ist eine cGMP-spezifische Phosphodiesterase. 
Das Enzym besitzt einen Km- Wert (Michaelis-Menten Konstante) von 70 nM (So- 
derling et. al. , J. Biol. Chem. (1998) 15553-15558), dies ist der niedrigste bekannte 
Km-Wert fur cGMP. aller bekannten Phosphodiesterasen. Daher ist die PDE9A an 
'25 der Aufrechterhaltung bzw. Regulation des basalen, intrazellularen cGMP-Spiegels 
beteiligt. 

Die DNA- und Protein-Sequenzen fiir die Phosphodiesterase 9A sind aus der Mans 
(Soderling et. al., J. Biol. Chem. (1998) 15553-15558) und dem Menschen (Fisher et. 
30 , al., J. Biol. Chem. (1998) 15559-15564; Gurpponi et. al., Hum. Gen. (1998) 386-392) 
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bekannt. Bisher koimten vier SpleiBvarianten der PDE9A ideiltifiziert werden (Guip- 
poni et. al. Hum. Gen. (1998) 386-392). 

In der Maus konnte eine Expression der PDE9A vor allem in der Mere, schwacher 
5 auch in Lunge und Leber nachgewiesen werden (Soderling et. al., J. Biol Chem. 
(1998) 15553-15558). Beim Menschen konnte eine starke Expression vor allem in 
Milz, Niere, Daim, Prostata und Gehim gezeigt werden, eine schwachere Expression 
wurde auch in anderen Organen wie Lunge, Leber, Herz und Pankreas nachgewiesen 
(Fisher et. al., J. Biol. Chem. (1998) 15559-15564; Guipponi et. al., Hum. Gen. 
10 (1998) 386-392). 

Uberraschenderweise wurde nun in der quantitativen Analyse der PDE9A mRHA- 
Expression im Menschen gefunden, dass eine deutUche Expression der PDE9A in 
humanen Koronararterien vorhanden ist (Abbildungen 1 und 2). 

Die Expression der PDE9A in der humanen Koronararterie ist dabei iiberraschender- 
weise sogar noch ca. 2,7-fach hoher als die Expression der Phosphodiesterase 5A in 
diesem Gewebe (Abbildung 2). 

20 Ftir die Phosphodiesterase 5 A ist aus der Literatur eine RoUe bei Blutversorgung des 
Herzens bekannt. Es koxmte gezeigt werden, dass die Gabe von PDE5A-Inhibitoren 
zur Relaxation von Koronargefassen fuhrt (Traverse et. al.. Circulation (2000) 2997- 
3002). 

25 Die, auch im Vergleich izur PDE5A, hohe Expression der PDE9A in der humanen 
Koronararterie, sowie die extrem hohe Affinitat der PDE9A zu cGMP (Km-Wert 70 
nM) weisen nun darauf bin, dass die Phosphodiesterase 9A eine sehr bedeutende 
RoUe bei der Kontraktion bzw. Relaxation von Koronararterien und damit bei der 
Steuerung der Durchblutung des Herzens besitzt. 

30 



wo 03/041725 



PCT/EP02/12550 



-4- 

Die Expression der PDE9A in Blntgefassen weist damit auch auf erne RoUe der 
PDE9A bei der KontroUe des Blutdrucks und der Regulation der peripheren Durch-' 
blutunghin. 

5 Die Wirkung von PDE9A-Inhibitoren auf den Koronarfluss kann am isoliert perfun- 
dierten Langendorff-Herz uberprufl warden. Ein Inhibitor der PDE9A senkt den Per- 
fusionsdruck am Langendorff-Herz der Ratte. 

Da die Expression des humanen Phosphodiesterase 9A in Koronararterien eine Be- 
10 dingung fur den Einsatz von Wirkstoffen, die die PDE9A hemmen, in Patienten mit 
koronaren Herzkrankheiten ist, schafft dieses Ergebnis die Voraussetzung fur einen 
neuen Therapieansatz. 

Aufgrund dieses neuen Ergebnis kamen wir zu dem SchluB, dass Substanzen, die die 
15 Phosphodiesterase 9 A iohibieren, wegen der daraus resultierenden Erhohung der 
intrazellularen cGMP-Konzentration und der damit verbundenen Erweiterung von 
Blutgefassen, speziell Koronararterien (und der damit verbundenen Erh5hung des 
Koronarflusses), zur Behandlung und/oder Prophylaxe von stabiler und instabiler 
Angina pectoris, akutem Myokardinfarkt, Myokardinfarktprophylaxe, Herzinsuffi- 
20 zienz, plotzlichem Herztod, sowie Bluthochdruck, peripherer Durchblutungsstorun- 
gen und den Folgen der Atherosklerose beim Menschen eingesetzt werden kSnnen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher die Verwendung von Phosphodiesterase 9A 
Inhibitoren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung und/oder der Pro- 
25 phylaxe der oben genannten Krankheiten. 

Inhibitoren im Sinne der Erfindung sind alle Substanzen, die eine Aktivierung bzw. 
die biologische Aktivitat des Enzyms verhindem (inhibieren). Die Inhibition kann 
z.B. im unten beschriebenen cGMP-Assay gemessen werden. Besonders bevorzugte 
30 Inhibitoren sind niedermolekulare Substanzen. 
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Inhibition bedeutet fiir die Phosphodiesterase 9 A eine mindestens 10%ige Abnahme 
der Aktivitat bzw. eine mindestens 10%ige Zunahme der intrazellularen cGMP-Kon- 
zentration in einer Zelle, die. die Phosphodiesterase 9A enthait, Inhibitoren konnen an 
aus geeignetem Gewebe gereinigter oder rekombinant exprimierter und gereinigter 
5 PDE9A getestet warden. Zusatzlich ist es raoglich, die intrazellulare cGMP-Konzent- 
ration einer Zelle, die die Phosphodiesterase 9A enthalt, zu bestimmen. Bei diesen 
Zellen handelt es sich bevorzugt um Zellen aus der glatten Muskulatur von Gefassen 
Oder aus ZelKnien, die die PDE9A rekombinant exprimieren. 

10 Dabei werden solche PDE9A-Inhibitoren bevorzxigt, die im unten angegebenen Akti- 
vitatstest mit einem IC50 von 1 |liM, bevorzugt weniger als 0,1 {iM inhibieren. 

Vorzugsweise konnen die erfindungsgemaBen PDE9A-'Inhibitoren die Blut/Him- 
Schranke nicht passieren und wirken systemisch und nicht zentral. 



15 
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Kurzbeschreibung der Abbildungen: 

1. ) Relative Expression der humanen Phosphodiesterase 9A in humanen Geweben 

(Daten Siehe Tabelle 1) 

2. ) Vergleich der relativen Expression der humanen PDE9A mit PDE5A in der hu- 

manen Koronararterie 

Inhibition der cGMP-spezifischen PDE9A 

Die Wirkung von PDE9A-Inhibitoren wird am isolierten Enzym getestet, Dazu kann 
zrnn Beispiel der Phosphodiesterase [3H]cGMP SPA Enzyme Assay Kit der Firma 
Amersham verwendet werden. Die Durchfiihrung des Tests erfolgt nach Hersteller- 
angaben. 



Fiir die Charakterisierung von Testsubstanzen werden auf einer 96-Loch Mikrotiter- 
platte eine geeignete Verdunnung des Enzyms, verschiedene Konzentrationen des 
Inhibitors (Verdiinnungsreihen typischerweise von 10'^ -10"^. M), sowie [3H]cGMP 
(0,05 |j,Ci pro Ansatz) fur 15 min bei 30°C inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion 
20 werden die „SPA-Beads" hinzugefugt und die Mifcrotiterplatte fur 30 Sekunden ge- 
schttttelt. Nach 60 min erfolgt die Messimg mit Hilfe eines fur Mikrotiterplatten ge- 
eigneten Szintillations-MeBgerates (z. B. 1450 MicroBeta, Wallac). 



25 



Der ICso-Wert der Wirkung eines PDE9A-Inhibitors ist der Wert, bei dem 50 % des 
cGMP-Abbaus durch die PDE9A inhibiert werden. 
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Ouantifizierung der mRNA-Expression von PPE9A und PDESA in humanen 
Geweben 

Die relative Expression der PDE9A in humanen Geweben wird durch die Quantifi- 
5 zierung der inRNA mittels der Echtzeit-Poljonerasekettenreaktion (PGR) emiittelt 
(sog. TaqMan-PCR, Heid et al, Genome Res 6 (10), 986-994). Gegentiber der klas- 
sischen PGR bietet die Echtzeit-PCR den Vorteil einer genaueren Quantifizierung 
durch Einflihnmg eines zusatzlichen, fluoreszenzmarkierten Oligonukleotides. Diese 
sogenannte Sonde enthalt am 5'-Ende den Fluoreszenzfarbstoff FAM (6-Carboxyr 
10 Fluorescein) und am 3*-Ende den Fluoreszenzquencher TAMRA (6-Carboxy-Tetra- 
methylrhodamin). WShrend der Polymerasekettenreaktion wird in der TaqMan-PCR 
durch die 5'-Exonukleaseaktivtat der Taq-Polymerase der Fluoreszenzfarbstoff FAM 
von der Sonde abgespalten und dadurch das vorher gequenchte Fluoreszenzsignal 
erhalten. 

15 

Als Templat ftir die PGR wird kauflich erworbene Gesamt-RNA verwendet (Fa. 
Glontech). Jm Falle der Koronararterien werden kleine Stttcke (ca. 0,5 g) von 
explantierten Herzen vom Deutschen Herzzentrum Berlin erhalten und nach Homo- 
genisierung die Gesamt-RNA hieraus mittels Phenol/Chloroform-Extraktion isoliert. 

20 Je 1 |ig Gesamt-RNA wird zur Entfemung von Kontaminationen genomischer DNA 
mit 1 Unit DNase I (Fa. Gibco) fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inak- 
tivierung der DNase I erfolgt durch Zugabe von 1 }xl EDTA (25 mM) und nachfol- 
gendem Erhitzen auf 65 °C (10 min). AnschheBend wird im selben Reaktionsansatz 
die cDNA-Synthese gemaB der Anleitung zum „SUPERSCRIPT-n RT cDNA syn- 

25 thesis kit" (Fa. Gibco) durchgefiihrt und das Reaktionsvolumen mit dest. Wasser auf 
200 fxl aufgefuUt. 

Filr die PGR wird zu je 5 |al der verdtonteri cDNA-Losung 7,5 ^1 Primer/Sondenmix 
sowie 12,5 fil TaqMan Universal Master Mix (Fa. Applied Biosytems) gegeben. Die 
30 Endkonzentration der Primer ist jeweils 300 nM, die der Sonde 150 nM. Die Sequenz 
des ^forward"- und „reverse"-Primers fiir PDE9A lautet: 5'- 
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TCCCGGCTACAACAACACGT-3' bzw. 5*-AGATGTCAtTGTAGCGGACCG-3% 
die - Sequenz der fluoreszenzmarkierten Sonde 5'-6FAM- 
CCAGATCAATGCCCGCACAGAGCT-TAMRA-3\ Die Lage des Amplikons ist 
so gewahlt, dass alle vier beschriebenen SpleiBvarianten der PDE9A-inRNA 

5 (PDE9Ai-4) detektiert werden. Fiir die PDE5A lautet die Sequeiiz des „forward"- 
Primers: 5'-TGGCAAGGTTAAGCCTTTCAA-3% die des „reverse"-Primers: 5'- 
ATCTGCGTGTTCTGGATCCC-3' und die Sequenz der Sonde 5'-FAM- 
ATGACGAACAGTTTCTGGAAGCTTTTGTCATCTT-TAMRA-3\ Auch hier ist 
die Lage des Amplikons auf der mKNA so gewShlt, daB beide SpleiBvarianten 

1 0 (PDE5 A1-2) detektiert werden. 

Die PGR erfolgt auf einem ABI Prism SDS 7700 Gerat (Fa. Applied Biosystems) ge- 
maB der Anleitung des Herstellers. Dabei werden standardmaBig 40 Zyklen durchge- 
fuhrt. Fiir jedes Gewebe wird fur jede Sonde ein sog. „treshold cycle" (Ct-Wert) er- 

15 . halten. Der Ct-Wert entspricht dem Zyklus, in dem die Fluoreszenzintensitat der frei- 
gesetzten Sonde das lOfache des Hintergrundsignals erreicht. Je niedriger der Ct- 
Wert, umso firuher begiont also die Amplifikation, d. h. je mehr mRNA ist in der ur- 
spriinglichen Probe enthalten. Zum Ausgleich eventueller Schwankungen bei der 
cDNA-Synthese wird in alien untersuchten Geweben auch die Expression eines sog. 

20 „housekeeping genes" analysiert. Dieses soUte in alien Geweben ungefahr gleich 
stark exprimiert werden. Fur die Normierung der PDE9A- bzw. PDE5 A-Expression 
wird hierfur B-Actin verwendet: Die Sequenz des „forward"- bzw. „reverse" Primers 
fur humanes cytosolisches B-Actin ist 5'-TCCACCTTCCAGCAGATGTG-3' , und 
5'-CTAGAAGCATTTGCGGTGGAC-3^ die Sequenz der Sonde 5'-6FAM- 

25 ATCAGCAAGCAGGCAGTATGACGAGTCCG-TAMRA-3'. Die Auswertung der 
Daten erfolgt durch die sog. ddCt-Metiiode entspechend der Anleitung zum ABI 
Prism SDS 7700 (Fa. Applied Biosystems). Fiir die graphische Darstellung der Ge- 
webeverteilxmg der PDE9A-niRNA wird das Expressionsniveau des Gewebes mit 
dem hochsten Ct-Wert (= niedrigster Expression) willkurlich gleich 1 gesetzt und 

30 alle anderen Gewebe hierauf normiert. 
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Langendorff-Herz der Ratte 

Narkotisierten Ratten wird nach Eroffhung des Brustkorbes das Herz schnell ent- 
noimnen und in eine konventionelle LanLgendorflf-Apparatnr eingefuhrt. Die Koro- 

5 nararterien werden volumeiikonstant (lOml/min) perfundiert und der dabei auftre- 
tende Perflxsionsdruck wird tiber einen entsprechenden Druckaufhehmer registriert. 
Eine Abnahme des Perfusionsdrucks in dieser Anordnimg entspricht einer Relaxation 
der Koronararterien. Gleichzeitig wird tiber einen in die linke Herzkammer einge- 
fiihrten Ballon \md eirien weiteren Dmckaufiiehiner der Dnick (LVP) gemessen, der 

10 vom Herzen wahrend jeder Kontraktion entwickelt wird. Die Frequenz des isoliert 
schlagenden Herzens wird rechnerisch aus der Anzahl der Kontraktionen pro Zeit- 
einheit ermittelt. Die Zugabe von Prttfsubstanzen erfolgf in einer aufsteigenden Kon- 
zentrationsreihe (liblicherweise 10-9 M bis 10-6 M) mit Hilfe eines Perfusors. 

15 PDE9A-Inhibitor Formulierungen 

Die PDE9A-Inhibitoren konnen in bekannter Weise in die iiblichen Formulierungen 
tiberfuhrt werden, wie Tabletten, Dragees, Pillen, Granulate, Aerosole, Sirupe, Emul- 
sionen, Suspensionen und Lc5sungen, unter Verwendung inerter, nicht toxischer, 
20 phainiazeutisch geeigneter Tragerstoffe oder LSsungsmittel. Hierbei soil die thera- 
peutisch wirksame Verbindung jeweils iii einer Konzentration von 0,5 bis 90 Gew.-% 
der Gesamtmischung vorhanden sein, d.h. in Mengen, die ausreichend sind, urn den 
angegebenen Dosierungsspielraum zu erreichen. 

25 Die Formulierungen werden beispielsweise hergestellt durch Strecken der Wirkstoffe 
mit Losungsmittehi und/oder Tragerstoffen, gegebenenfalls imter Verwendung von 
Emulgiermittebi und/oder Dispergiermitteln, wobei z.B. im Fall derBenutzung von 
Wasser als Verdunnungsmittel gegebenenfalls organische Losungsmittel als Hilfs-. 
losungsinittel verwendet werden koimen. 



30 
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Die Applikation erfolgt in ublicher Weise, vorzugsweise oral, transderaial, intrave- 
nos Oder parenteral, insbesondere oral oder intxavenos. Sie kami aber auch durch In- 
halation liber Mund oder Nase, beispielsweise mit Hilfe eines Sprays erfolgen, oder 
topisch tiber die Haut. 

Im Allgemeinen hat es sich als vorteiUiaft erwiesen, Mengen von etwas 0,001 bis 
lOmg/kg, bei oraler Anwendimg vorzugsweise etwa 0,005 bis 3 mg/kg Korperge- 
wicht zur Erzielen wirksamer Ergebnisse zu verabreichen. 

Trotzdem kann es gegebenenfalls erforderlich sein, von den genannten Mengen abzu- 
weichen, und zwar in Abhangigkeit vom KSrpergewicht bzw. der Art des Applikati- 
onsweges,. vom individuellen Verhalten gegenilber dem Medikament, der Art von 
dessen Formuhenmg imd dem Zeitpunkt bzw. Intervall, zu welchen die Verabrei- 
chung erfolgt. So kann es in eirdgen Fallen ausreichend sein, mit weniger als der 
vorgenannten Mindestmenge auszukommen, wahrend in anderen Fallen die genaimte 
obere Grenze iiberschritten werden muss. Im Falle der Applikation groBerer Mengen 
kann es empfehlenswert sein, diese in mehreren Einzelgaben liber den Tag zu vertei- 
len. 
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. Patentanspriiche 

1 . Verwendung von PDE9A-Inhibitoren zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behaadlxmg und/oder Prophylaxe von koronaren Herzkrankheiten. 

5 

2. Verwendung von PDE9A-Inhibitoren zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung und/oder Prophylaxe von Bluthochdruck. 

3. Verwend\mg von PDE9A-Inhibitoren zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
1 0 Behandlung xmd/oder Prophylaxe peripherer VerschluBkrankheiten. 

4. Verwendung von PDE9A-Inhibitoren zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung und/oder Prophylaxe der Atheroslderose. 

15 5. Verwendvmg von Anspruch 1, wobei die koronaren Herzkrankheiten, stabile 
und instabile Angina pectoris, akuter Myokardinfarkt, Myokardinfarkt-pro- 
phylaxe, plotzlicher Herztod und Herzinsuffizienz sind. 

6. Verwendung nach Ansprach 1-4, wobei der PDE9A-Inhibitor einen ICso-Wert 
20 von weniger als 1 jliM hat. 



7. 



Verwendung nach Anspmch 1-4, wobei der PDE9A-Inhibitor einen ICso-Wert 
von weniger als 100 nM hat. 
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SEQUENCE LISTING 
<110> Bayer AG 

<120> Regulation der cGMP-spezif ischen Phosphodiesterase 9A 
<130> Le A 35701 
<160> 9 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

tcccggctac aacaacacgt 

<210> 2 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

agatgtcatt gtagcggacc g 



<210> 3 
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-2- 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> .Homo sapiens 

<400> 3 

ccagatcaat gcccgcacag agct 

<210> 4 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

tggcaaggtt aagcctttca a 

<210> 5 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

atctgcgtgt tctggatccc 

<210> 6 

<211> 34 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

atgacgaaca gtttctggaa gcttttgtca tctt 
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-3- 

<210> 7 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

tccaccttcc agcagatgtg 

<210> 8 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

ctagaagcat ttgcggtgga c 

<210> 9 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 9 

atcagcaagc aggcagtatg acgagtccg 



